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Experimental Model of Chronic High-Fat Diet

SILVANA M. CANTU™? €, HYUN J. LEE'2®, CHRISTIAN HOCHT' ®, ADRIANA S. DONOSO'>®, ANA M. PUYO'2 ©, MARCELO R. CHOP*

RESUMEN

Introduccion: El sistema dopaminérgico renal (SDR) ejerce efectos natriuréticos y diuréticos mediante receptores D1y acciones
antiinflamatorias mediante receptores D2. En contraste, la angiotensina II, via receptores AT1, genera respuestas opuestas.
El consumo crénico de dietas ricas en grasas se asocia con incremento de la presion arterial e inflamacién renal.

Objetivo: Evaluar el impacto del tratamiento con losartén, antagonista de receptores AT1, sobre el SDR, la presién arterial y
el dano renal inducido por una dieta rica en grasas.

Material y métodos: Ratas macho Sprague-Dawley fueron estudiadas durante 8 semanas y asignadas aleatoriamente a cua-
tro grupos experimentales (n=4-6): control (C), dieta grasa (DG), control + losartan (CL) y dieta grasa + losartan (DGL).
Se determinaron presion arterial sistélica (PAS), parametros corporales, bioquimicos, metabdlicos plasmaéticos y urinarios,
funcién renal, excrecién urinaria de L-dopa y dopamina (indice L-dopa/dopamina), expresion de receptores, transportadores
de dopamina y marcadores de inflamacion, asi como estructura y ultraestructura renal. Anélisis estadistico: prueba t de Stu-
dent, ANOVA de una via con post hoc de Tukey, correlacion de Pearson y regresion lineal. Los resultados se expresaron como
media *+ error estdndar; significancia p<0,05.

Resultados: El losartan previno el aumento de la PAS y del indice L-dopa/dopamina (DG vs. C, p<0,01; DGL vs. DG, p<0,01);
la reduccién de la excrecion fraccional y urinaria de sodio y de la diuresis (DG vs. C, p<0,01; DGL vs. DG, p<0,05); y la dis-
minucién en la expresién de la proteina trasportadora de membrana OCTN-1,2,3 (DG vs. C, p<0,01; DGL vs. DG, p<0,05).
Evit6 la sobreexpresion del receptor dopaminérgico DIDR y la Na*K*ATPasa (DG vs. C: p<0,01; DGL vs. DG: D1DR p<0,01;
NatK*ATPasa p<0,05) y redujo la activacion del factor nuclear kappa B, NF-kB, y el factor de crecimiento transformante
beta 1, TGF-betal, (DGL vs. DG, p<0,01). Mitig6 las alteraciones estructurales de los tibulos proximales, el incremento de
fibrosis intersticial (DGL vs. DG, p<0,01) y los cambios ultraestructurales en los pedicelos podocitarios observados en DG.
Conclusiones: En condiciones de consumo crénico de dieta rica en grasas, la administracién temprana de losartan favorecié
la actividad del SDR, previno el aumento de la PAS y atenud la fibrosis intersticial y la inflamacién renal, contribuyendo a la
proteccion frente al dafio de 6rgano blanco.

Palabras clave: Dopamina renal - Dieta rica en grasas - Presion arterial - Inflamacion - Fibrosis - Losartan.

ABSTRACT

Background: The renal dopaminergic system (RDS) exerts natriuretic and diuretic effects through D1 receptors and anti-
inflammatory actions through D2 receptors. In contrast, angiotensin II, via AT1 receptors, generates opposite responses.
Chronic consumption of high-fat diets (HFD) is associated with increased blood pressure and renal inflammation.
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Obijective: This study aimed to evaluate the impact of treatment with losartan, an AT1 receptor antagonist, on the RDS, blood
pressure, and renal damage induced by a HFD.

Methods: Male Sprague-Dawley rats were studied for 8 weeks and randomly assigned to four experimental groups (n=4-6):
control (C), high-fat diet (HFD), control + losartan (CL), and high-fat diet + losartan (HFDL). Systolic blood pressure (SBP),
body, and plasmatic and urinary biochemical and metabolic parameters were assessed. Renal function, urinary excretion of
L-dopa and dopamine (L-dopa/dopamine index), expression of receptors, dopamine transporters, and markers of inflammation,
as well as renal structure and ultrastructure were also evaluated. Statistical analysis was performed using Student's t-test,
one-way ANOVA with Tukey's post hoc test, Pearson's correlation, and linear regression. Results are expressed as mean *+
standard error and p<0.05 was the level of significance.

Results: Losartan prevented the increase in SBP and the L-dopa/dopamine index (HFD vs. C, p<0.01; HFDL vs. HFD, p<0.01);
the reduction in fractional and urinary sodium excretion and diuresis (HFD vs. C, p<0.01; HFDL vs. HFD, p<0.05); and
decreased expression of the membrane transporter protein OCTN-1,2,3 (HFD vs. C, p<0.01; HFDL vs. HFD, p<0.05). It
avoided overexpression of the dopamine D1 receptor (D1R) and NatK*ATPase (HFD vs. C, p<0.01; HFDL vs. HFD, D1R
p<0.01 and Na*K+*ATPase p<0.05) and reduced the activation of nuclear factor kappa B, and transforming growth factor
beta 1 (HFDL vs. HFD, p<0.01). It also mitigated structural alterations in the proximal tubules, increased interstitial fibrosis
(HFD, p<0.01) and ultrastructural changes in the podocyte pedicels observed in HFD.

Conclusions: Under conditions of chronic consumption of a HFD, early administration of losartan favored RDS activity, pre-
vented an increase in SBE, and attenuated interstitial fibrosis and renal inflammation, contributing to protection against

target organ damage.

Keywords: Renal dopamine - High-fat diet - Blood pressure - Inflammation - Fibrosis - Losartan

INTRODUCCION

El consumo mundial de dietas ricas en carbohidratos
y grasas constituye un factor determinante en el de-
sarrollo del sindrome metabdlico (SM), definido por la
concurrencia de al menos tres alteraciones metaboli-
cas —hiperglucemia, hipertrigliceridemia, resistencia a
la insulina, hipertension arterial (HTA), inflamacién
sistémica o aumento del perimetro de cintura— que
comprometen diversos 6rganos, en particular el rinén,
esencial en la homeostasis hidroelectrolitica y el control
de la presién arterial. (1,2) Las dietas hipercaléricas
inducen disfuncién renal estructural y funcional e in-
crementan el riesgo de HTA, una enfermedad crénicay
asintomatica responsable de aproximadamente el 50%
de la mortalidad cardiovascular global. (3,4) Segin un
estudio poblacional de la Organizaciéon Mundial de la
Salud publicado en The Lancet en 2021, que incluy6
104 millones de participantes, la prevalencia de HTA
fue de 59 % en mujeres (55-62 anos) y 49 % en varo-
nes (46-52 afos), con tratamiento en solo 47% y 38 %,
respectivamente. (5) Mas recientemente, en 2023 el in-
forme de la OMS “Global Report on Hypertension: The
Race Against a Silent Killer” senalé una prevalencia
mundial del 34 % en varones y del 32 % en mujeres,
diferencia que tiende a desaparecer con el avance de la
edad. (6). En Argentina, el estudio RENATA 2 (2017)
report6 una incidencia de 36,3 % en adultos de 26-60
anos, mayor en varones. (7)

En la regulacién renal de la presién arterial desta-
can el sistema dopaminérgico renal (SDR) y el sistema
renina-angiotensina (SRA). El SDR, localizado en el
tdbulo contorneado proximal, promueve natriuresis,
diuresis y efectos antiinflamatorios actuando sobre re-
ceptores D1y D2, contrarrestando la accion de insulina
y angiotensina II (Ang II). (8) Por el contrario, la so-
breactivacion del SRA estimula la reabsorcién tubular
de sodio y agua e incrementa la inflamacién y el estrés

oxidativo. Ambos sistemas mantienen un antagonismo
funcional, ya que la angiotensina IT inhibe la sintesis y
actividad dopaminérgica. (9) En este marco, el cociente
L-dopa/dopamina ha sido propuesto como biomarcador
temprano de dano renal en modelos animales de HTA
inducida por fructosa. (10)

El tratamiento farmacolégico de la HTA incluye
antagonistas del receptor AT1 (AT1R), entre ellos el
losartan (L), un bloqueante competitivo, potente y
selectivo que inhibe de forma especifica los efectos de
la Ang II. (11) Aunque su eficacia antihipertensiva es
conocida, su capacidad de modular el equilibrio SDR~
SRA en el SM inducido por dietas grasas (DG) como
parte de su accion nefroprotectora no ha sido del todo
aclarada. En este contexto, se propuso evaluar sila DG
altera dicho equilibrio como mecanismo de HTA, y si el
tratamiento temprano con L previene estas alteracio-
nes en un modelo experimental de SM inducido por DG
durante 8 semanas, analizando adema4s la utilidad del
indice L-dopa/dopamina como biomarcador temprano
de disfuncién renal.

MATERIAL Y METODOS

A) Animales, diseno experimental y dieta.

Ratas macho Sprague-Dawley (6 semanas de edad,
180-200 g; Bioterio Central, FFyB-UBA) se mantu-
vieron en condiciones controladas (22 + 2°C, 50-70%
humedad, 12 h luz/oscuridad), y se estudiaron durante
8 semanas, distribuidas en cuatro grupos (n=4-6):

- C: dieta estandar y agua ad-libitum (SD; Asociaciéon

Cooperativas Argentinas; 20 % proteinas, 3 % grasa,

2 % fibra, 6 % minerales, 69 % almido6n, vitaminas;

3,3 kcal/g);

- DG: SD + 50 % p/p grasa y agua ad-libitum (Faty,

Quick-food S.A., Argentina; 9 kcal/g, 99 % grasa

total, 77 % saturada, 19 % trans);
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- CL: C + losartan (L), 30 mg/kg/dia, agua. Losartan
potasico, 100% en base seca, Drogueria Saporiti
S.A.C.ILEILA, Buenos Aires, Argentina);

- DGL: DG + CL.

B) Peso corporal, ingesta y calorias.

El peso corporal se registré diariamente. La ingesta
de alimento y bebida se midi6 cada 48 h. Se calcularon:
D) alimento (g/dia) = ofrecido — remanente; II) bebida
(mL/dia) = ofrecido — remanente; III) calorias: Cy CL
= SD (g) x 3,3 keal/g; DGy DGL = SD (g) x 3,3 kecal/g
+ grasa (g) X 9 kcal/g.

C) Presion arterial sistélica (PAS).

Se midi6 al inicio y antes del sacrificio por pletis-
mografia de cola con esfigmomanémetro fotoeléctrico
(Grass D.C. TDAC) y osciloscopio (Grass D.C. 79D,
Grass Instruments Co., USA).

D) Recoleccién de orina y sangre.

Tres dias antes del sacrificio los animales se alojaron
en jaulas metabdlicas por 48h. Recoleccién de orina: I)
la fraccién urinaria de las primeras 6 h fue recuperada
en solucién acuosa de acido clorhidrico con una con-
centracién 6 Normal (HCI1 6 N), alicuotada en HCI 1
Ny —80 °C para determinacién de L-dopa y dopamina
por cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC); II)
la fraccion urinaria de las siguientes 18 h se conservé
a —20 °C para determinar sodio, creatinina y albtimina
(Spectrum CCX, Abbott Diagnostics, USA). La diuresis
se determind por volumen total orinado en 24 h. El dia
del sacrificio, tras un ayuno de 6 h, se obtuvo sangre
por puncién retroorbitaria bajo anestesia (ketamina 80
mg/kg + xilazina 12 mg/kg, PRO-SER SA).

E) Obtencion de tejidos.

Se realiz6 el sacrificio con los animales anestesiados,
en camara con CO,. Los rifiones se decapsularon, pesa-
ron y distribuyeron al azar para histologia, microscopia
electrénica de transmision (MET), y Western blot.

F) Determinaciones.

F-1) Metabolismo plasmatico: Glucemia con Accu-
Chek Performa Nano (Roche Diagnostics, Alemania).
Trigliceridemia con kit TG Color GPO/PAP AA (Wiener
Lab., Argentina). Insulina por ELISA (Mercodia Rat
Insulin ELISA, Suecia). Se calcularon el producto tri-
glicérido glucosa (TyG) (12) y el indice de Evaluacién
del Modelo Homeostatico de la Resistencia a la Insulina
(HOMA-IR). (13)

F-2) Funciéon renal: Se midié sodio y creatinina en
plasmay orina (Spectrum CCX); tasa de filtracién glo-
merular (TFG) estimada por clearance de creatinina;
funcién tubular evaluada por excrecion urinaria de
sodio (UNa*V) y excrecién fraccional de sodio (FENa*).

F-3) Catecolaminas urinarias: L-dopay dopamina de
midieron por HPLC en fase reversa (columna Zorbax
RxC18; DuPont, USA; deteccién amperométrica, ESA,
USA). Estandar interno: 3,4-dihidroxibencilamina

(Sigma-Aldrich, Cat. No. 858781). Estandares externos:
L-dopa (Cat. No. 13248) y dopamina (Cat. No. 21992)
ambos de Cayman Chemical. Limite de deteccion: 20
pg/muestra.

F-4) Albuminuria: Se midié con equipo Cobas
(ALBT2 Tina-quant Albumin Gen.2; Roche Diag-
nostics, Suiza); Se determiné la relaciéon Albtimina/
Creatinina urinaria, considerando microalbuminuria
entre 30-300 mg/g. (14)

F-5) Expresion proteica renal determinada por
Western blot: el transportador de aminoacidos y hor-
mona tiroidea LATZ2, las proteinas transportadoras
de membrana OCT2 y OCTN1,2,3, los receptores
dopaminérgicos D1DRy D2DR, el receptor de Ang II
AT1R, la sodio-potasio ATPasa Na*K*ATPasa, el fac-
tor de crecimiento transformante beta 1 TGF-betal y
el factor nuclear kappa B1 NFkB1. Control de carga:
beta-tubulina. Anélisis por densitometria 6ptica (Ima-
ged). Debido a que varios de los anticuerpos tienen un
peso molecular similar entre si, se utilizé la técnica de
stripping de membrana con acido acético al 5% luego
del revelado del anticuerpo primario a fin de marcar
la expresion del control de carga. (Tabla 1)

F-6) Histologia renal: Cortes de 8 micrones de
espesor tenidos con hematoxilina-eosina, y Sirius Red
(15). Fibrosis cortical cuantificada en 20 campos/animal
(Imaged) utilizando un microscopio Nikon Type 104c
para obtencion de las imagenes. La fibrosis cortical se
expresa como: porcentaje de fibrosis (%) = [X colageno
intersticial cortical / (Area total — = vasos)] x 100.

F-7) Ultraestructura renal; Fragmentos corticales
renales de 1 mm3 se destinaron para MET y se obser-
varon con MET Zeiss EM 109T con camara digital
Gatan ES1000W.

Analisis estadistico

Se empled InfoStat. Test t y ANOVA una via con Tukey; co-
rrelaciones por Pearson y regresion lineal. Los resultados se
expresaron como media * error estandar de la media (ESM),
significancia p < 0,05. Graficos en GraphPad Prism v10.2.3.

Consideraciones éticas

Procedimientos aprobados por CICUAL-UBA (Res. CD N°
1881/1999, director Dr. M. R. Choi), conforme a normas in-
ternacionales de ética en experimentacién animal.

RESULTADOS

La Tabla 2 muestra que la DG indujo un aumento
significativo del peso corporal respecto a C, prevenido
por L en DGL. La ingesta de alimento disminuy6 en DG
frente a C, efecto revertido por L, mientras que la inges-
ta caldrica se increment6 en DG sin diferencias entre
DG y DGL. La ingesta de agua no vari6 entre grupos.
Los parametros plasmaéaticos mostraron incrementos
significativos en DG respecto a C, con reducciones en
triglicéridos e insulina en DGL; TyG y HOMA-IR no
difirieron entre grupos.

En la Tabla 3, se evidencia cémo la DG elevé la PAS
y el indice urinario L-dopa/dopamina respecto a C,
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Tabla 1. Anticuerpos primarios utilizados para el Western blot

Proteina Anticuerpo Dilucién Peso molecular Proveedor y N° de catalogo

D1DR Policlonal de conejo anti-D1DR 1:1000 50 kDa Proteintech, nimero de catélogo
17934-1-AP

D2DR Policlonal de conejo anti-D2DR 1:600 51 kDa Proteintech, numero de catélogo
55084-1-AP

OCTN 1,2,3 Policlonal de conejo anti-OCTN 1,2,3 1:2000 90 kDa Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
numero de catalogo sc-33534

OCT2 Policlonal de cabra anti-OCT2 1:800 50 kDa Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
numero de catdlogo sc-19814

LAT2 Policlonal de cabra anti-LAT2 1:800 50 kDa Santa Cruz Biotechnology, Inc.,
numero de catdlogo sc-27581

AT1R Policlonal de conejo anti-AT1R 1:1000 50 kDa Proteintech, nimero de catélogo
25343-1-AP

Na*K*ATPasa Policlonal de conejo anti-alfa-1 1:10000 105 kDa Abcam, nimero de catalogo

Na*K*ATPasa ab74945

NFkB1 Policlonal de conejo anti-NFkB1 1:1000 50 kDa y 105 kDa Proteintech, nimero de catalogo
14220-1-AP

TGF-betal Policlonal de conejo anti-TGF-beta’ 1:500 44 kDa Proteintech, nimero de catdlogo
21898-1-AP

Beta-tubulina Policlonal de conejo anti-beta-tubulina 1:3000 50 kDa Abcam, ndmero de catdlogo ab6046

Tabla 2. Peso corporal, ingesta de alimento, bebida y calorias. Pa

rametros metabdlicos plasmaticos.

Parametro C

Peso corporal (g) 415,7+8,7
Ingesta de alimento (g/24 hs) 20,9+3,6
Ingesta de agua (mL/24 hs) 12,5+3,9
Ingesta caldrica (kcal/24 hs) 60,5+10,8
Triglicéridos (mg/dL) 59,68+6,13
Glucemia (mg/dL) 117,5£7,5
indice TyG 8,0+0,2
Insulina (ng/mL) 1,20+0,10
HOMA-IR 0,7+0,1

DG CL DGL
473,8+14,1* 389,7+3,8 359,13+7,93¢
13,8+1,31 28,4+3,5 18,6+ 1,7¢
12,4+0,7 20,5+2,7 19,1+1,3
103,6+11,5* 72,4114 119,3+11,1
119,25+4,171 53,20+4,41 82,97 +£6,93*
152,2+4,6t 100,3,3+29,6 173,7+£14,0*
10,5+0,17 8,1+0,3 10,2+0,2
4,20+0,50" 1,3+£0,2 2,8+0,4%
3,3+0,5" 1,5+0,7 3,2+0,5

Los resultados estan expresados como la Media * ESM. La significancia esta expresada como: *p<0,05 C vs DG; Tp<0,01 Cvs DG; $p<0,05 DGL vs DG; §p<0,01 DGL
vs DG; C: dieta estandar y agua ad-libitum (SD); CL: C + losartan (L); DG: SD + 50% p/p grasa y agua ad-libitum; DGL: DG + CL; ESM: error estandar de la media

HOMA-IR: Evaluacion del Modelo Homeostatico de la Resistencia a la Insuli

efectos atenuados por L en DGL; CL mostré reduccion
adicional de PAS respecto a C. No se observaron cam-
bios en la relacién albamina/creatinina urinaria ni en
TFG. La diuresis, la FENa* y la UNa*-V disminuyeron
en DG, y fueron prevenidas por L en DGL.

La tincién con hematoxilina-eosina evidencié va-
cuolas citoplasmaticas en células tubulares corticales
en DG versus C, sin alteraciones en CL respecto a C;

na; TyG: producto triglicéridos-glucosa

con DGL se presentaron vacuolas menores respecto a
DG (Figura 1 A a D). La ultraestructura podocitaria
mostré acortamiento y fusién de pedicelos en DG,
prevenido por L en DGL, sin diferencias entre CL y C
(Figura 1 E a H).

La DG sobreexpres6 AT1R y redujo la proteina
transportadora de membrana OCTN1,2,3, respecto al
C, mientras que L previno dicha disminucién. También



EFECTOS DEL LOSARTAN EN EL SISTEMA DOPAMINERGICO RENAL / Silvana M. Cantd y cols. 441

Tabla 3. Presion arterial sistélica. indice urinario L-dopa/dopamina. Parametros plasmaticos y urinarios evaluados de funcién renal

Parametro C

PAS (mmHg) 120,7+2,3
Indice L-dopa/dopamina 1,1+0,1
Albumina/Creatinina urinaria (mg/g) 17,42+1,98
Diuresis (mL/24 hs) 16,4+2,2
TFG (mL/min) 1,65+0,27
FENa* (%) 0,50+0,06
UNa*V (mEg/24 hs) 1,78+0,18

DG CL DGL
134,8+2,3t 106,4+2,5 9 109,5+2,08
2,9+0,2t 1,8+0,1 1,8+0,18
12,93+0,66 15,31+1,52 8,45+1,13
3,5+£0,31 17,28+1,38 6,23+0.93%
1,38+0,11 1,77+0,20 1,42+0,09
0,16+0,021 0,51+0.02 0,32+0,05+
0,45+0,05t 1.95+0.01 0,78+0,10+

Los resultados estan expresados como la Media + ESM. La significancia esta expresada como: *p<0,05 C vs DG; 1p<0,01 C vs DG; p<0,05 DGL vs DG; §p<0,01
DGL vs DG; p<0,01 CL vs C; ESM: error estandar de la media; FENa: excrecion fraccional de sodio; PAS: presion arterial sistolica; UNaV: excrecion urinaria de

sodio ; TFG: tasa de filtrado glomerular

Fig. 1. Estructura y ultraestructura de la corteza renal

Fotos A, B, C, y D: Microscopia 6ptica con tinciéon de hematoxilina y eosina, aumento total: 400X. Fotos E, F, G, y H: Microscopia electrénica de transmision,
aumento total: 7000X. Nomenclatura: A-E: grupo C. B-F: grupo DG. C-G: grupo CL. D-H: grupo DGL. En A, B, Cy D las flechas amarillas apuntan a las vacuolas
citoplasmaticas de las células tubulares. En E, F, G y H, las flechas amarillas senalan a los pedicelos de los podocitos con morfologia alterada.

L previno la sobreexpresion del receptor dopaminérgico
D1DR en DGL respecto de DG y, D2DR disminuido en
DG, no se modific6 con L. LAT2 y OCT2 no variaron
entre grupos. La NatK*ATPasa se incrementé en DG,
pero L la mantuvo en valores normales en DGL res-
pecto de DG (Figura 2).

El indice L-dopa/dopamina correlacioné positiva-
mente con PAS, insulinemia y D1DR, e inversamente
con la UNa*-Vy OCTN1,2,3. L previno dichas altera-
ciones en DGL comparado con DG (Figura 3).

La DG aumento significativamente la expresién de
NFkB1y TGF-betal, efectos que fueron prevenidos por
L en DGL. La fibrosis intersticial se increment6 en DG
frente a C, y L lo previno significativamente en DGL

respecto a DG, con focos residuales, sin cambios en
CL respecto a C. El anélisis semicuantitativo confirmé
estos hallazgos (Figura 4).

DISCUSION

El consumo de DG increment6 significativamente el
peso corporal respecto del C, efecto que fue prevenido
por L. Aunque la ingesta de alimento fue menor en
DG, la densidad calérica de la dieta result6 en un 33 %
mas de calorias consumidas, lo que explica el aumento
en el peso corporal, en concordancia con lo reportado
por Pinhal et al. (16) Nuestros resultados coinciden
con Smith et al. (17), quienes describieron un efecto
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Fig. 2. Evaluacién de la expresion de proteinas del SDR, del SRA y de la Na*K*ATPasa en corteza renal por Western blot.
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asa. Los resultados estan expresados como la media + ESM. La significancia esta

expresada como: *p<0,05 C vs DG; 'p<0,01 C vs DG; ¥p<0,05 DGL vs DG; 5p<0,01 DGL vs DG, C: control; CL: C + losartan; DG: dieta grasa; DGL: DG + CL; ESM:
error estandar de la media; SDR: sistema dopaminérgico renal; SRA: sistema renina angiotensina. Resto de las abreviaturas ver el texto.

reductor de L sobre peso corporal, sugiriendo un rol mo-
dulador del antagonismo AT1 en la obesidad inducida
por DG. Asimismo, Hosseini et al. (18) sugirieron que
el L puede mejorar la resistencia a la leptina y modular
el peso corporal en condiciones de obesidad inducida
por la dieta. La ingesta de agua no difiri6 entre grupos
y la administracién de L en agua de bebida, validada
previamente, (19) evit6 el sesgo asociado al gavage
(alimentacion forzada) crénico.

El perfil metabélico mostro resistencia a la insulina
en DG respecto de C, con aumento de triglicéridos,
glucemia, insulina, TyG y HOMA-IR, en concordancia
con reportes previos en modelos de SM inducido por
DG. (18) L atenué parcialmente triglicéridos e insulina,
sin modificar glucemia ni los indices, mientras que CL
no difirié de C. Estos hallazgos coinciden con literatura
que vincula las alteraciones metabdélicas causadas por

DG y los efectos beneficiosos de L, que propusieron
que este efecto podria deberse a la reduccion del es-
trés oxidativo via activacion de superéxido dismutasa
(SOD), aunque el mecanismo preciso permanece in-
cierto. (17,20)

La DG increment6 significativamente la PAS res-
pecto de C, en concordancia con lo evidenciado por Jin
et al. y Liet al. (21,22) quienes demostraron que la DG
induce obesidad, resistencia a la insulina e hiperinsuli-
nemia, acompanadas de activacién del SRA, aumento
de Ang I, aldosterona y expresion de AT1R, junto con
inflamacién y fibrosis renal. En nuestro modelo, la ad-
ministracién concomitante de L previno el aumento de
PAS en DGL frente a DG, efecto atribuible a su accién
antagonista sobre AT1R. (16) Ademas, L redujo signi-
ficativamente la PAS en controles normotensos (CL),
en linea con lo reportado por Lee et al. (19) Li et al.
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Fig. 3. Correlaciones funcionales con el indice L-dopa/dopamina
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(22) describieron un efecto alostérico de L sobre AT1R,
que potencia la actividad de D1DR contribuyendo a su
accion antihipertensiva.

La TFG no mostr6 diferencias entre los grupos.
Resultados similares fueron reportados por Roza et
al. (23) en ratones tratados con DG a 8 y 12 semanas.
Asimismo, otros grupos reportaron incrementos aso-
ciados a hiperfiltracién glomerular en animales obesos.
(24,25) Estos hallazgos sugieren que el efecto de las DG

sobre el TFG es variable. El tratamiento con L tampoco
modific este parametro entre los grupos evaluados.
Larelacién albiimina/creatinina urinaria, més con-
fiable que los valores absolutos de los metabolitos por
separado, no super6 30 mg/g en ningin grupo, descar-
tando microalbuminuria. L, no modificé este marcador,
sugiriendo que las alteraciones derivan de la dieta y no
del farmaco. En contraste, Sanchez-Navarro et al. (26)
reportaron aumento significativo bajo DG de mayor
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Fig. 4. Evaluacién de marcadores de inflamacién en la corteza re
histologia con tincion de Sirius red.
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duracién, lo que indica que el tiempo de exposicién
podria ser determinante.

La DG redujo la diuresis versus C, como informdo
Sénchez-Navarro et al. (26), posiblemente por una me-
nor actividad del SDR y mayor del SRA. (10) L previno
esta reduccion en DGL, sugiriendo restauracion de la
funcién del SDR por bloqueo de AT1R. (22) Asimismo,
la FENa* y la UNa*V se redujeron en DG, preveni-
das parcialmente por L en DGL, aunque sin alcanzar
valores de CL, indicando la posible participaciéon de

mecanismos de reabsorciéon de sodio independientes de
la Na*K*ATPasa como el intercambiador Na*/H* o el
canal de sodio epitelial ENaC. (27,28) Resultados pre-
vios muestran disparidad: Roza et al. (23) no observa-
ron cambios, mientras que Pinhal et al. (16) reportaron
disminuciones de FENa* y UNa*-V en obesidad o DG
prolongada. La DG se asocia asi con las alteraciones
observadas, y L ejerce un efecto preventivo parcial.
Histolégicamente, la DG indujo vacuolas citoplas-
maticas en los TCP ausentes en C, parcialmente pre-
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venidas por L en DGL, sin cambios en CL. Aunque las
tinciones para lipidos fueron negativas, la literatura
sugiere que podrian corresponder a vacuolas lipidicas,
(4,29) o a degeneracion hidrépica por disfunciéon de
NatK*ATPasa asociada a lipotoxicidad, (30) atenuada
por L mediante reduccién de inflamacion y estrés oxi-
dativo. (19) El estudio ultraestructural al MET mostré
borramiento e interdigitacion de pedicelos e hipertrofia
podocitaria en DG, prevenidos parcialmente por L, lo
que concuerda con el rol nefroprotector de la dopamina
(31) y el efecto daniino de Ang IT sobre AT1R. (32)

El SM inducido por DG se asocia con HTA a
través de la activacion del SRA, en particular por la
accién de Ang II sobre AT1R, que estimula la bomba
Nat*K*ATPasa, favoreciendo la retencién de sodio y re-
duciendo su excrecién. (1,22) De manera concomitante,
la DG inhibe la actividad del SDR, potenciando el efecto
anti-natriurético. Existe una reciprocidad negativa
entre AT1R y D1DR en células de tubo contorneado
proximal (TCP), donde la activacién de uno induce la
internalizacion y abolicién de la senalizacion del otro,
actuando como una unidad de opuestos junto con la
NatK+*ATPasa como diana comin. (33) En humanos
normotensos, se ha demostrado una interaccion nega-
tiva entre SDR y SRA en la regulacion del transporte
renal de sodio, dependiente de la ingesta de este i6n.
(34) La DG incrementé la expresion renal de AT1R
respecto de C, en concordancia con modelos de SM y
activacion del SRA. (21) L no previno su sobreexpre-
sién en DGL, aunque mostré tendencia a reduccion,
sugiriendo que tiempos mayores podrian ser necesarios
para evidenciar el efecto. En cambio, L. normalizé el
indice L-dopa/dopamina, incrementado en DG vs. C,
(35) evidenciando mayor disponibilidad de dopamina
tubular y excrecién urinaria, asociada a restauracién
de transportadores OCTN1,2,3. LAT2 y OCT2 no se
modificaron, en contraste con la sobrecarga de fruc-
tosa. (35) La DG aumenté D1DR, prevenido por L, y
redujo D2DR, sin cambios por L, reflejando alteracion
dopaminérgica renal (36). La DG aument6 significa-
tivamente la Na*K+*ATPasa cortical respecto de C,
hallazgo coincidente con Deji et al. (9,37). L previno
este incremento en DGL, sin modificar valores basales
(CL vs. C), efecto explicado por su accién alostérica
sobre AT1R-D1DR. (21)

El indice L-dopa/dopamina se correlacioné posi-
tivamente con PAS e insulina, y negativamente con
UNa*Vy OCTN1,2,3, lo que vincula directamente al
SDR con la regulacién de presion arterial y el balance de
sodio, en interaccién con resistencia a la insulina. (38)
L normaliz6 estas correlaciones mediante bloqueo de
AT1R e inhibicién de Na*K*ATPasa. En conjunto, los
resultados destacan el desequilibrio SDR/SRA inducido
por DG y el potencial de L para prevenir la disfunciéon
renal y hemodinamica asociada.

En cuanto a la inflamacién, el SDR ejerce efectos
antiinflamatorios, mientras que el SRA los potencia.
(10,39) La dopamina renal, via D1IDR y D2DR, atentia

los efectos de Ang II reduciendo inflamacién y fibrosis
(16). En contraste, la DG indujo un ambiente proin-
flamatorio con sobreexpresion de NFkB1 y TGF-betal,
incremento de fibrosis intersticial y activacién de vias
oxidativas. (3,11,39). L previno estos cambios al blo-
quear Ang II y permitir la acciéon protectora del SDR
reduciendo la fibrosis, el estrés oxidativo. (40)

En conclusién, el tratamiento preventivo y continuo
con L atenué significativamente la actividad del SRA
y reactivé el SDR. La inhibicién de AT'1R por losartan
redujo la accién de la Na*K*ATPasa y normalizé la
expresion de D1DR, al tiempo que restablecié los ni-
veles de los transportadores OCTN1,2,3, favoreciendo
el acceso de dopamina a la luz tubular. En consecuen-
cia, aumenté la excrecién urinaria de dopamina, se
normaliz6 el indice L-dopa/dopamina y se potenci6 la
interaccién con D1DR, promoviendo la natriuresisy el
restablecimiento del equilibrio SDR-SRA. Ademés, L
mejoro la fibrosis intersticial, generd un entorno renal
antiinflamatorio y preservé la estructura de los TCPs
y la ultraestructura podocitaria.

LIMITACIONES

Dentro de las limitaciones del presente estudio
podria mencionarse que la expresion de la bomba
Na*K*ATPasa se determiné en forma total, sin dis-
criminar entre la forma fosforilada o activa de la no
fosforilada o inactiva. Asimismo, no se determiné la
actividad de este transportador, basados en anteceden-
tes propios del grupo de trabajo donde se demostré en
un modelo de sobrecarga de fructosa y tratamiento con
L, que no presentaba variaciones entre los diferentes
grupos experimentales.

Por otra parte, no se pudo llevar a cabo la técnica
de inmunohistoquimica tanto de los transportadores
como de los receptores del SDR, lo cual hubiera brin-
dado informacién acerca de la ubicacion celular de las
distintas proteinas, que se relacionaria directamente
con la funcionalidad de dichas proteinas.

Como complemento de la MET, hubiera sido desea-
ble determinar la expresién de nefrina y de podocalixi-
na como marcadores estructurales de la integridad de la
barrera de filtracion glomerular, como asi también, la
determinacion de la expresién de IL-6 como marcador
agudo de inflamaciéon complementario al NFkB1.

Estéa previsto realizar estas determinaciones a futu-
ro a fin de completar el perfil correspondiente.
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